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Verf ahren zum Screenen von Substanzen mit modulierender 
Wirkung auf. einen Interleukin-5-Rezeptor-abhangigen 
zelluiaren Signalubertragungsweg, 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein 
Verf ahren zum Auffinden pharmakologisch wirksamer 
Substanzen durch Bestiramung der modulierenden Wirkung 
von Substanzen auf einen Interleukin-5-Rezeptor- 
abhangigen Signaltibertragungsweg in menschlichen Oder 
tierischen Zellen. 

Mit herkdtalichen sog. "Radioligandentests", in denen 
eine Substanz daraufhin untersucht wird, inwieweit sie 
einen an einen Rezeptor gebundenen Liganden verdrangen 
kann, und die zum Auffinden pharmakologisch wirksamer 
Substanzen eingesetzt werden, kttnnen nur Substanzen 
identifiziert werden, die die Bindung von bekannten 
Liganden Rezeptof-Bindungsstellen beeinflussen. Diese 
Tests kbnnen nicht unterscheiden, ob die bindende 
Substanz agonistische Oder antagonistische Wirkung hat. 

Transmembran-Signalttbertragungssysteme hOherer 
eukaryotischer Zellen bestehen hauf ig aus den folgenden 
membrangebundenen Komponenten: 

a) einem Zelloberfiachenrezeptor, der gegebenenfalls 
aus mehreren Untereineinheiten bestehen kann; 
gegebenenf alls 

b) einem Guanin-Nukleotid-bindenden und GTP 
spaltenden regulatorischen Protein, das als 
G-Protein bezeichnet wird und das sowohl an den 
Rezeptor als auch an seinen Effektor gekoppelt 
werden kann; 

c) sog. "Effektoren", die oft zur VerSnderung der 

Konzentration sekundarer Botenmolekiile, wie cAMP, 
DAG, IP3 etc. ftihren, z.B. einem Ionenkanal oder 
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Adenylatzyklasen, Guanylatzyklasen oder 
Phosphoiipasen; und/oder 
d) verschiedenen Kinasen. 

Zelloberf lachenrezeptoren erkennen die passenden 
Liganden aus einer Vielzahl von extrazellularen 
Stimuli. Durch die Bindung des Liganden an den Rezeptor 
wird eine Signalkaskade aktiviert. Diese beginnt im 
Palle von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, deren 
Sionalfibertragungsweg relativ gut aufgeklart ist und 
die die Wirkungen von sehr unterschiedlichen 
extrazellularen Signalen vermitteln, mit der 
Aktivierung des heterotrimaren G-Proteins. 

Niedermolekulare sekundare Botenstoffe ("Second 
Messengers"), wie cAMP (zyklisches AMP), ausgelttst 
durch Aktivierung der Adenylatzyklase, cGMP (zyklisches 
GMP). ausgelost durch Aktivierung der Guanylatzyklase, 
oder inositol-l,4,5-Triphosphat (1P 3 ) und 
Diacylglyzerine (DAG), ausgelost durch Aktivierung von 
Phosphoiipasen, wie Phospholipase C oder, unter 
Beteiligung von Hydrolasen, Phospholipase D (Billah et 
al , 1989), bewirken ihrerseits intrazellulare 
veranderungen, u.a. die selektive Phosphorylierung von 
Proteinen durch Aktivierung von Proteinkinasen (z.B. 
PRC durch IP3/DAG, PKA durch cAMP), die Beeinflussung 
der Regulation der Transkription bestiimater Gene und 
die Proliferation. (Eine antagonistisch wirksame 
Substanz kann die durch eine agonistisch wirksame 
Substanz hervorgerufene Wechselwirkung und die dadurch 
bewirkte Konzentrationsanderung des Second Messengers 
ganz oder teilweise aufheben bzw. selbst zu einem 
reversen funktionellen Effekt fuhren. ) Ober dieses 
SignalUbertragungssystem konnen Zellen miteinander 
. kommunizieren und ihre Entwicklung bzw. die durch sie 
ausgelbsten Wirkungen koordinieren. 
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Da ein einziger Rezeptor-Subtyp (mttglicherweise in 
derselben Zelle oder in verschiedenen Zellen) an mehr 
als einen Effektor gekoppelt sein kann und viele 
Rezeptor-Subtypen dieselben Effektoren aktivieren 
kttnnen, werden komplizierte Signalttbertragungsnetzwerke 
ausgebildet. Die als Folge der Aktivierung des 
Rezeptors im Zuge der Signaltibertragungskaskade 
aktivierten Transkriptionsfaktoren (z.B. CREB-Protein, 
API -Protein) treten in Wechselwirkung mit 
regulatorischen DN A- Element en. Beispiele daftir sind CRE 
(CRE-Element, "cAMP responsive element") bzw. TRE (TRE 
= "TPA responsive element"; TPA = Phorbol-12-Myristat- 
13-Acetat « Phorbolester ) , die CREB bzw. API binden: 
viele Gene, deren Transkription durch cAMP reguliert 
1st (z.B. Ratten -Somatostatin, Human-tx-Gonadotropin, 
c-Fos), enthalten in der 5'-flankierenden Region eine 
konservierte Sequenz als regulatorisches Element. Die 
CRE-Sequenz ist identisch oder &hnlich dem 
palindromischen Octamer TGACGTCA (Montminy et al., 
1990). TRE-Elemente enthalten das sehr Shnliche 
heptamere Motiv TGAGTCA, das sich von der CRE-Element- 
Konsensussequenz nur durch ein einziges Nukleotid 
unterscheidet (Deutsch et al., 1988). Das TRE-Motiv, 
oder sehr Shnliche Motive, wurde in vielen Genen 
identifiziert, deren Transkription durch Phorbolester 
aktiviert wird (Angel et al., 1987a und b; Lee et al., 
1987). Umgebende DNA-Sequenzen bzw. Protein-Protein- 
Wechselwirkungen mit anderen Faktoren bestimmen u.a. 
die konkreten Regulationsph&iomene an einem bestimmten 
Gen. 

Weitere regulatorische DNA-Elemente sind sog. n SRE- 
Elemente", die auf Serumfaktoren ansprechen ("serum 
responsive element"; Treisman, 1985). SRE-Elemente sind 
induzierbare cis-Elemente, die aus 20 Basenpaaren mit 
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einer dyadischen symmetrischen Struktur bestehen. SRE- 
Elemente sprechen auf verschiedene Wachs turns f^ktpr en 
an; ktlrzlich wurde berichtet, daB SRE das roaBgebliche 
Ziel fiir die c-fos-Induktion durch verschiedene 
Zytokine ist (Hatakeyama et al., 1989). Die auf die 
Konzentrations&nderung von Glucocorticoiden 
ansprechenden Motive werden als "GRE-Elemente" 
bezeichnet (Yamamoto, 1985; Scheidereit et al., 1986; 
Jantzen.et al./ 1987; Strahle et al./ 1987). 

Bedingt durch die Komplexitfit des Netzwerkes der 
Signaliibertragungswege kann es zu einem sog. 
"crosstalk" zwischen Signaltibertragungswegen, z.B. dem 
Adenylatzyklase- und dem Phospholipase C- 
Signaliibertragungsweg, kommen. Unter "crosstalk" wird 
das Phtaomen verstanden, daB die Beeinf lussung eines 
einen Ef fektorsystems auch zur Beeinf lussung eines 
anderen ftthrt ( Sassone-Corsi et al., 1990; Houslay, 
1991). Das PhSnomen des Crosstalk wird physiologisch 
zur Signalintegration bzw/ Signal vernetzung verwendet, 
urn eine Redundanz der Signale herzustellen bzw. die 
Kommunikation der verschiedenen Signalttbertragungswege 
zu gewBhrleisten. Crosstalk kann auf verschiedenen 
Ebenen des Signalttbertragungsweges stattfinden. Eine 
radgiiche Ursache fttr pathologische VerSnderungen der 
Zelle ist die Stdrung dieser Wechselwirkungen, z.B. 
wenn ein bestimmter Rezeptor im physiologischen Sinn 
nicht korrekt mit einem Effektorsystem wechselwirkt. 

Zu Rezeptoren, die nicht an G-Proteine gekoppelt sind, 
gehOren die Zytokin- Rezeptoren. Von ihnen wird 
vermutet, daB sie mit mehreren Signaltransduktionswegen 
gekoppelt sind, die wiederum fttr verschiedene 
Rezeptoren iiberlappen, so daB innerhalb der Zelle ein 
multipler crosstalk erfolgt. 



Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der 
{Coordination von Immun- und Entzlindungsreaktionen 
(Lymphokine und Monokine), bei der Abwehr viraler 
Infektionen ( Inter ferone ) und bei der Hamatopoese 
( "colony- stimulating factors", CSF). Sie regulieren 
Proliferation, Differenzierung und Funktion einer 
Vielzahl von Zellen innerhalb haraatopoetischer, 
lymphoider oder anderer Organsysteme. Jedes einzelne 
Zytokin tibt seine Wirkung auf verschiedene Zelltypen 
aus, und einzelne Zellen reagieren oft auf mehrere 
Zytokine, so daB Zytokin-produzierende Zellen und 
Zellen, die durch Zytokine reguliert werden, ein 
komplexes interzelluiares Netzwerk bilden, bei dem die 
Zytokine synergistisch oder entgegengesetzt wirken. Das 
Spektrum der biologischen Aktivitat eines Zytokins wird 
u.a. bedingt durch die Anzahl von verschiedenen 
Zelltypen, die spezifische Rezeptoren fQr das Zytokin 
exprimieren. Interleukin-3 (IL-3) und Granulocyte- 
macrophage-colony-stimulating-f actor (GM-CSF) sind 
Beispiele fUr pleiotrope Faktoren, die multipotente 
hamatopoetische Zellen sowie Vorl&uferzellen fttr eine 
ganze Reihe von hamatopoetischen Linien stiroulieren. 
Interleukin-5 (IL-5) dagegen hat eine weitaus geringere 
Wirkungsbreite, es wirkt vor allem auf eosinophile 
Voriauferzellen (Miyajima et al., 1992). 

Die Analyse ihrer Proteinstrukturen hat gezeigt, dafl 
alle Zytokin-Rezeptoren membrangebundene Glykoproteine 
sind, die aus einer extrazelluiaren N-tenninalen 
Domane, einer einzelnen Transmembran-Domane und einer 
zytoplasmatischen Domane bestehen. Die extrazelluiaren 
Domanen weisen eine Reihe von gemeinsamen strukturellen 
Komponenten auf, nach denen die Zytokin-Rezeptoren 
mehreren Rezeptorgenfamilien zugeordnet werden kdnnen, 
deren Mitglieder vermutlich von gemeinsamen 
Voriaufergenen abstammen (Gillis, 1991). Das IL-5- 
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Rezeptorgen gehttrt zur Hamatopoetin-Rezeptorgenfarailie. 
Die Mitglieder dieser Familie enthalten 
charakteristische konservierte Cysteinreste, die 
einzeln oder in multiplen Kopien in der extrazelluiaren 
Domane vorkommen. AuBerdem enthalten sie ein 
Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin-Motiv (wobei X jede 
beliebige Aminosaure sein kann) # das hSufig in der 
extrazelluiaren Domane nahe der Transmembran-Domane 
lokalisiert ist. SchlieBlich weisen Rezeptoren dieser 
Familie einzelne Oder multiple Kopien des Fibronektin- 
Typ 3-Bindungs-Motivs, verstreut ttber die gesamte 
extrazelluiare Domane, auf (Gillis, 1991). 

Zu der Hamatopoetin-Rezeptor-Familie gehOren auBer dera 
IL-5-Rezeptor (beide Untereinheiten) auch beide 
Untereinheiten der Rezeptoren fttr IL-3, IL-6 und 
GM-CSF, IL-4, IL-7, Erythropoetin (EPO) und " leukemia 
inhibitory factor" (LIF) -Rezeptoren, die B-Untereinheit 
des IL-2 Rezeptors sowie die Rezeptoren ftir "growth 
hormone" (GH), Prolaktin und G-CSF. 

Der lL-5-Rezeptor besteht aus einer a-Untereinheit, die 
die spezifische Zytokin-BindungsdomSne enthait, und 
einer B-Untereinheit, die zur Ausbildung einer hohen 
Af finitat des Rezeptors fttr IL-5 beitragt und fttr die 
Signaltransduktion notwendig ist. Die ftir die humane 
(Tavernier et al., 1991; Murata et al*, 1992) und die 
murine (Takaki et ah, 1990) a-Unterelnheit, sowie die 
humane (Tavernier et al., 1991) und die murine (Devos 
et al., 1991; Takaki et al., 1991) B-Untereinheit des 
IL-5-Rezeptors kodierenden DNAs wurden kloniert. Die 
Rezeptoren fur IL-5, IL-3 und GM-CSF haben eine 
identische B-Untereinheit (Kitamura et al., 1991; 
Tavernier et al., 1991). Wenn mehr als einer der drei 
Rezeptoren auf einer Zelle exprimiert wird, kann es 
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daher auf Rezeptorebene zu einem "cross-talk" zwischen 
den Zytokinen kommen. 

Die Untereinheiten der Zytokin-Rezeptoren enthalten im 
Gegensatz zu Rezeptoren fOr Wachstumsfaktoren wie EGF 
Oder PDGF keine intrinsische Tyrosin Kinase-Aktivitat. 
Es wurde jedoch gezeigt, dafi die Stimulation des IL-5-, 
des IL-3- bzw. des GM-CSF Rezeptors durch den 
jewel ligen Liganden eine schnelle Tyrosin- 
Phosphorylierung bestimmter zellulftrer Proteine 
induziert (Koyasu et al., 1987; Isfort et al., 1988; 
Morla et al., 1988; Murata et al., 1990). Es wurde eine 
Tyrosinkinase identifiziert, die nach Stimulation mlt 
GM-CSF mlt der 8-Untereinheit des Rezeptors assoziiert 
(Hanazono et al., 1993). Weitere Vorgange, die bei der 
GM-CSF-induzierten Signalftbertragung ablaufen, sind die 
Aktivierung von p21 ras (Satoh et al., 1991, 1992) und 
von c-raf (Carroll et al., 1990), w&hrend fiir die IL-3- 
induzierte Signaltransduktion auSer einer Aktivierung 
von p21r*» (Satoh et al., 1991, 1992) und c-raf (Carroll 
et al., 1990) auch eine Aktivierung von Proteinkinase C 
(Whetton et al., 1988) und eine Phosphorylierung von 
"mitogen -activated protein" (MAP)-Kinasen (Welham and 
Schrader, 1992) gezeigt wurde. Die genaue Reihenfolge 
dieser VorgSnge innerhalb der gesamten 
Signal transduktionskaskaden ist jedoch bisher 
unbekannt. 

Die Gene, die nach Stimulation von Zytokin-Rezeptoren 
tiber Komponenten der Signaltransduktionsmaschinerie 
induziert werden, sind weitgehend noch nicht 
identifiziert. Damit ist auch tiber die regulatorischen 
Elemente in den Promotoren solcher Gene wenig bekannt. 
Beispielsweise fuhrt die Stimulation 1L-6 Rezeptors zur 
Aktivierung eines spezifischen DNA-Bindungsproteins, 
NF-IL-6, das durch Bindung an IL-6 responsive Elemente 
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im Promotorbereich von Zielgenen die Expression der 
Gene bewirkt und damit IL-6- abhangige biologische 
Effekte vennittelt (Akira et al., 1990). Das c-fos 
Proto-Onkogen, das multiple induzierbare 
Sequenzelemente in der Promotorregion enthalt (Venna 
und Sassone-Corsi, 1987), wird durch IL-2, IL-3 und EPO 
induziert, wobei an seiner Induktion u.a. das im c-fos 
Promoter vorhandene "serum-response-element" (SRE) 
beteiligt ist (Hatakeyama et al., 1989, 1992). 

Der lL-5-Rezeptor wird durch Bindung seines Liganden 
Interleukin-5 (IL-5) aktiviert. IL-5. istein 
Peptidhonnon, das von T-Zellen und Mastzellen 
produziert wird und eine wesentliche Funktion bei der 
Enddifferenzierung der Eosinophilen hat. 

Uber die Signalubertragungswege, die an den IL-5- 
Rezeptor gekoppelt sind, ist fast nichts bekannt. AuBer 
der Phosphorylierung einiger, bisher nicht 
identifizierter zellularer Proteine (Murata et al., 
1990) sind keine Vorgange bei der durch Stimulation des 
IL-5-Rezeptors ausgel6sten Signaltransduktion 
aufgeklart worden. Da die drei Zytokine IL-5, IL-3 und 
GM-CSF unterschiedliche biologische Funktionen haben, 
ist es moglich, daB auBer der B-Untereinheit, die alien 
drei Rezeptoren gemeinsam ist, auch die 
zytokinspezif ischen o-Untereinheiten der Rezeptoren 
eine Rolle bei der Induktion von intrazellularen 
Signalwegen spielen, insbesondere, von 
zytokinspezif ischen SighalUbertragungen und Funktionen 
(Tominaga et al., 1992). Es lassen sich daher aus den 
Kenntnissen uber die durch IL-3 Rezeptor- bzw. GM-CSF 
Rezeptor-Aktivierung ausgelosten 
SignalUbertragungsvorgange keine eindeutigen 
RQckschlusse auf die an den IL-5-Rezeptor gekoppelten 
Signalwege Ziehen. Da auch noch keine Gene 
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identif iziert wurden, die nach Stimulation des IL-5- 
Rezeptors induziert werden, ist auch nichts bekannt 
Uber regulatorische Elemente, die in der Promotorregion 
solcher Gene vorhanden sind und die auf durch 
Aktivierung des IL-5-Rezeptors in Gang gesetzte 
Signal Ubertragungswege ansprechen. 

Die Aktivierung des IL-5-Rezeptors durch Bindung seines 
Liganden wurde in Zusammenhang mit verschiedenen 
Erkrankungen gebracht, die mit einer Eosinophilic, also 
einer Vermehrung der Eosinophilen im Blut, elnhergehen. 
Dazu z&hlen Autoimmunerkrankungen, 
Transplant atabstoBungen, allergische Erkrankungen, 
bestimrate parasit&re Erkrankungen und asthmatische 
Erkrankungen. Bisher far eine kausale Therapie 
derartiger Erkrankungen vorgeschlagene Ansatze bestehen 
einerseits in der Verabreichung der Ittslichen a- 
Untereinheit des XL-5-Rezeptors als Antagonist 
(EP-A 0 492 214), andererseits, ausgehend von der 
Kristallstuktur von IL-5, in einem rationalen Design 
von Antagonisten oder Agonisten (Milbum et al., 1993). 

In j lingster Zeit wurden Screening -Verfahr en entwickelt, 
die es ermttglichen, ftir die Behandlung von 
pathologischen Zustanden Arzneimittel zu finden, die 
spezif isch fUr einen bestimraten Rezeptor bzw. 
Rezeptorsubtyp sind und die dartiberhinaus spezif isch 
den rezeptorabh&ngigen SignalUbertragungsweg 
beeinf lussen. Diese Verfahren beruhen auf dent Prinzip, 
daB die xnodulierende Wirkung von Substanzen auf den 
rezeptorabh&igigen SignalUbertragungsweg Uber die 
Expression von Genen nachgewiesen werden kann: 

Ein von King et al., 1990, beschriebenes Assay-System 
beruht auf der Beeinf lussung des 
SignalUbertragungsweges, der von den G-Protein- 
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gekoppelten Pheromon-Rezeptoren yon Saccharomyces. 
cerevisiae benutzt wird, wobei in der Hefezelle die 
Reaktion auf die Bindung einer agonistisch wirksamen 
Verbindung an einen in die Hefezelle transf izierten 
Rezeptor kolorimetrisch gemessen wird. 

Von Montmayeur und Borelli, 1991, wurde ein Assay 
beschrieben, der auf der Beeinflussung des 
Adenylatzyklase-Signaliibertragungsweges durch 
Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (es 
wurden D2~Rezeptoren und der B-adrenergische Rezeptor 
verwendet) beruht. 

Himmler et al., 1993, haben einen funktionellen Test 
. entwickelt, in dem die Aktivitat der Rezeptor-Kopplung 
(humaner Dopamin Dl- und D5- Rezeptor) an den cAMP- 
Signalttbertragungsweg tiber die transkriptionelle 
Aktivierung eines Reportergens gemessen wurde. 

Die bisher bekannten Assays sind auf die Messung der 
Expression von Genen beschrSnkt, die durch die 
Konzentration von cAMP, einen Botenstoff eines der 
SignalUbertragungswege von G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren, reguliert wird. 

Demgegeniiber lag der vorliegenden Erfindung die Aufgabe 
zugrunde, ein Screening-Verfahren bereitzustellen, mit 
" dem Substanzen identif iziert werden kOnnen, die einen 
IL-5-Rezeptor-abhangigen Signaliibertragungsweg, tiber 
dessen Mechanismen und Botenstof fe nur sehr wenig 
bekannt ist, modulieren. Insbesondere sollte mit Hilfe 
der vorliegenden Erfindung ein Verfahren bereitgestellt 
werden, das automat isierbar und somit zum Screenen von 
Substanzen in hohen Durchsatzraten geeignet ist und das 
auch die Untersuchung von komplexen Substanzgeraischen, 
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wie Extrakten von Organismen, auf ihren Gehalt an 
pharmakologisch wirksamen Substanzen. erlaubt. . 

Die Identifikation von Substanzen aufgrund ihrer 
Eigenschaft, einen IL-5-Rezeptor-abhSngigen 
Signaltibertragungsweg zu modulieren, insbesondere von 
Antagonisten des IL-5-Rezeptors, bildet den 
Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von Arzneimitteln, 
die fiir. die Therapie von Erkrankungen eingesetzt 
werden, an denen die Modulation, h&ufig die 
Aktivierung, des IL-5-Rezeptors beteiligt ist. 

Es konnte im Rahmen der vorliegenden Erfindung gezeigt 
werden, daB in Zellen, welche die fiir die Funktion des 
IL-5-Rezeptors erforderlichen Strukturelemente sowie 
die Komponenten des XL-5-Rezeptor-abh&ngigen 
Signaltibertragungsweges exprimieren (derartige Zellen 
werden im folgenden der Einfachheit halber als "Zellen, 
die den funktionellen Il-5-Rezeptor exprimieren" 
bezeichnet) und die mit einem regulatorische DNA- 
Elemente enthaltenden Reportergenkonstrukt 
transformiert sind, das Reportergenkonstrukt durch 
Aktivierung des IL-5-Rezeptors nach Bindung seines 
Liganden induziert wird. 

Dieses Ergebnis war aufgrund der geringen Kenntnisse 
(iber den IL-5-Rezeptor-abhSngigen Signaltibertragungsweg 
tiberraschend, zumal insbesondere auch keine Vorhersagen 
dartiber mttglich war en, ob bzw. welches der bisher 
charakterisierten regulatorischen DNA-Elemente auf 
einen Botenstoff des durch den IL-5-Rezeptor in Gang 
gesetzten Signaliibertragunsweges ansprechen wtlrde. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Bestimmung der modulierenden Wirkung einer Substanz auf 
einen rezeptorabhStngigen Signaltibertragungsweg in der 
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menschlichen Oder tierischen Zelle. Das Verfahren 1st 
dadurch gekennzeichnet, daB man die modulierende 
Wirkung der Substanz auf eine Komponente im 
Signalttbertragungsweg, der durch Aktivierung des IL-5- 
Rezeptors ausgelfist wird, bestimmt, indem man 
SSugetierzellen, die 

a) transformiert sind mit einer rekombinanten DNA, 
enthaltend ein Reportergen und eine regulatorische 
Sequenz, die auf eine KonzentrationsSnderung eines pder 
mehrerer sekundarer Botenstoffe des an den IL-5- 
Rezeptor gekoppelten Signaliibertragungsweges anspricht, 
so daB die Expression des Reportergens durch eine 
KonzentrationsSnderung des Botenstof f s moduliert wird, 
und die weiters 

b) den funktionellen Inter leukin-5-Rezeptor 
exprimieren, 

mit der Testsubstanz inkubiert, die Konzentration des 
Reportergenproduktes miBt und untersucht, ob die 
f estgestellte Wirkung der Testsubstanz selektiv f iir den 
IL-5-Rezeptor-abhangigen SignalUbertragungsweg 1st. 

Unter die Definition "lnterleukin-5-Rezeptor-abhangiger 
SignalUbertragungsweg" fSllt im Rahmen der vorliegenden 
Erf indung auch ein lnterleukin-5~Rezeptor-abhangiger 
Signaltibertragungsmechanismus, der gegebenenfalls aus 
mehr als einem Signalttbertragungsweg besteht. 

Unter die Definition "Komponente im 
SignalUbertragungsweg" fallen alle Mechanismen des 
Signaliibertragungsweges beteiligten MolekUle 
einschlieBlich des IL-5-Rezeptors selbst bzw. seiner 
Untereinhei ten , 

Wenn man nach Inhibitoren des IL-5-abhSngigen 
Signaliibertragungsweges sucht, werden die 
Testsubstanzen auf ihre antagonistische Wirkung 
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untersucht, indent man sie zusammen mit IL-5 auf die 
Zellen bringt, wobei man im allgemeinen IL-5 
gleichzeitig mit Oder nach der Testsubstanz auf die 
Zellen aufbringt. 

Die rekombinante DNA, welche auf Anderung der 
sekundaren Botenstoffe anspricht und die ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist, wird im 
folgenden als "Sensor -DNA" bezeichnet. Ein Reportergen 
ist dadurch definiert, dafi sein Expressionsprodukt 
detektierbar und guantifizierbar durch Messung eines 
Signals ist, das seiner Konzentration proportional ist. 

Zellen, die mit Sensor-DNA trans formiert sind und den 
IL-5 -Rezeptor expriniieren, werden im folgenden als 
"Testzellen" bezeichnet; diese Zellen sind ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Unter "IL-5-Rezeptor" wird im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung der funktionelle IL-5-Rezeptor verstanden, 
wobei unter diese Definition auch gegebenenfalls 
vorhandene IL-5-Rezeptor-Subtypen fallen. Unter 
" f unktioneller Rezeptor" ist im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung einerseits der natttrliche IL-5-Rezeptor, 
bestehend aus der a- und 6-Untereinheit derselben 
Spezies, zu verstehen, ferner in den Testzellen, 
insbesondere Humanzellen, funktionsf&hige Kombinationen 
von a- und fl-Untereinheiten des IL-5-Rezeptors 
verschiedener Spezies, z.B. die a-Untereinheit des 
huraanen und die B-Untereinheit des Maus-Rezeptors, oder 
urogekehrt. Ein f unktioneller Rezeptor im Sinne dieser 
Definiton liegt ferner dann vor, wenn in einer Zelle, 
in der eine 8-Untereinheit natiirlicherweise mit der 
a-Untereinheit eines anderen Rezeptor s, z.B. des - 
IL-3- oder des GM-CSF-Rezeptors, interagiert, die 
a-Untereinheit des lL-5-Rezeptors in die Zelle 



WO 94/28170 



14 



PCI7EPM/01735 



eingefUhrt und zur Expression gebracht wird, wobei auch 
in diesem Falls die a-Untereinheit von einer anderen 
Spezies stammen kann, sofern im Hinblick auf die 
Auslttsung des Signaltransduktionsweges das funktionelle 
Zusanunenwirken der beiden Untereinheiten gewShrleistet 
■ 1st. 

Die rekombinante DNA, die eine Oder mehrere f Or die 
Untereinheit(en) des IL-5-Rezeptors kodierende 
Sequenz(en) enthSlt, wird im folgenden als "Rezeptor- 
DNA" bezeichnet. 

Als Ausgangszellen far die Herstellung von Testzellen 
eignen sich Zellen, die den vollsttodigen funktionellen 
IL-5-Rezeptor bereits endogen enthalten, andererseits 
aber auch Zellen, die die ftir die Induktion der Sensor- 
DNA notwendigen Komponenten der an den Rezeptor 
gekoppelten Signaltransduktionswege enthalten. Fiir die 
Eighung solcher Zellen ist es nicht erforderlich, daB 
sie von vornherein den vollstSndigen IL-5-Rezeptor oder 
auch nur eine seiner Untereinheiten exprimieren. Bei 
Fehlen einer oder beider Untereinheiten kann die Zelle 
auBer mit der Sensor-DNA zusatzlich mit der f Or die 
fehlende(n) Rezeptor-Untereinheit(en) kodierenden 
Sequenz transforniiert werden. 

In einer Ausftihrungsform der vorliegenden Erfindung ist 
die Testzelle von einer Zelle abgeleitet, die 
nattlrlicherweise beide f ttr deri funktionellen IL-5- 
Rezeptor erforderlichen Untereinheiten exprimiert. 

In einer weiteren Ausftihrungsform der vorliegenden 
Erfindung ist dies Testzelle von einer Ausgangszelle 
abgeleitet, die nur die B-Untereinheit exprimiert , in 
diesem Fall wird die Zelle auBer mit Sensor-DNA mit 
einem Plasmid trans formiert, das eine fiir die 
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a-Untereinheit des IL-5-Rezeptors kodierende DNA- 
Sequenz aufweist. 

In einer weiteren AusfUhrungsforra der Erfindung enthait 
die Ausgangszelle fur die Testzelle natQrlicherweise 
weder die a- noch die B-Untereinheit des IL-5- 
Rezeptors. In diesem Fall muB die Zelle rait den beiden 
DNA-Sequenzen transfonniert werden, die gemeinsam auf 
einem oder auch auf getrennten Plasmiden vorliegen 
kttnnen. 

Wenn Substanzen im Hinblick auf ihre pharmakologische 
Wirkung f Or die Behandlung pathologischer ZustSnde des 
Menschen untersucht werden sollen, enthait die 
Rezeptor-DNA vorzugsweise die f ttr den humanen IL-5- 
Rezeptor kodierende Sequenz. (Das erfindungsgemaBe 
Verfahren dient bevorzugt zum Auffinden von Substanzen , 
die f tir die Behandlung von pathologischen Zustanden des 
Menschen geeignet sind. Es kann jedoch auch zum 
Screenen von Substanzen, die fiir die Behandlung von 
Tieren zum Einsatz koramen, verwendet werden; in diesem 
Fall wird der entsprechende tierische IL-5-Rezeptor 
verwendet. ) 

Vorzugsweise werden Zellen fUr die Herstellung von 
Testzellen danach ausgewShlt, daB sie nach Stimulation 
rait Substanzen, die IL-5-Rezeptor-abh&ngig die 
Konzentration sekundarer Botenstoffe erhdhen, eine 
starke Expression des Reportergens zeigen. Dies wird 
zweckroSBigerweise dadurch geprtift, daB man Zellen, die 
einen funktionellen IL-5-Rezeptor exprimieren, mit 
Sensor-DNA transient transformiert und die 
Konzentration des Reporterproduktes nach Stimulation 
des Rezeptors mit IL-5 untersucht. 
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Als Ausgangszellen f iir Testzellen kommen insbesondere 
Zellen in Betracht, von denen bekannt ist,.daB sie den 
IL-5-Rezeptor oder einen Rezeptor, der die 
B-Untereinheit enthait, exprimieren, bzw. Zellen, von 
derien aufgrund ihrer Herkunft bzw. Funktion im 
Organismus angenommen werden kann, daB sie einen der 
fraglichen Rezeptoren exprimieren, insbesondere 
h&natopoetische Voriauferzellen. Die Expression des 
Rezeptors kann gegebenenfalls durch Bindungsassays 
und /oder durch Proliferationsassays, in denen das 
Wachstum der Zellen in Gegenwart der jeweiligen 
Liganden (IL-5, IL-3 oder GM-CSF) bestimmt wird, 
bestatigt werden. 

Beispiele ftir geeignete Ausgangszellen sind aus 
Knochenmarkzellen etablierte faktor-abhangige 
Zellinien; die Herstellung derartiger Zellinien, die 
die B-Untereinheit exprimieren, wurde z.B. von Dexter 
et al., 1980, fttr Mauszellen beschrieben. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung wurde ein Vertreter einer 
solchen Mauszellinie rait der a-Untereinheit des Maus- 
IL-5-Rezeptors transfiziert und als Testzelle 
verwendet. Ein weiteres Beispiel fttr geeignete 
Testzellen sind IL-5-abhSngige hamatopoetischen Zellen, 
z.B. Zellen der von Kitamura et al., 1989 und 1991 
beschriebenen Zellinie TF-1. 

In Zellen, in denen beide Untereinheiten murinen 
Ursprungs sind, z;B. der Mauszellinie 1H3, kann die 
a- und gegebenenfalls auch die B-Untereinheit, z.B. 
durch homologe Rekombination, ausgeschaltet und durch 
die entsprechende Humansequenz ersetzt werden. 

Als Ausgangszellen kommen grundsatzlich Saugetierzellen 
beliebiger Spezies in Betracht, wobei bevorzugt humane 
Zellen eingesetzt werden. Bei Verwendung nichthumaner 
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Zellen werden beyorzugt solche eingesetzt, die mit 
humaner I L- 5 -Rezeptor-DNA (B- und/oder a-Untereinheit ) 
trans formiert sind, 

Eine weitere Voraussetzung far die Eignung einer Zelle 
als Testzelle im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist 
ihre Stabilitat. Ura die Stabilitat der Zellen 
(Lebensfahigkeit, stabile Integration der Fremd-DNA ins 
Genora) zu testen, werden fiber einen langeren Zeitraum 
unter identischen Bedingungen mit den Testzellen 
Versuche durchgefiihrt und die Reproduzierbarkeit der 
MeBergebnisse ttberprttft. 

Die Sensor-DNA befindet sich vorzugswelse auf einem 
Plasraid, das sich in einem geelgneten Wirtsorganismus, 
vorzugswelse E. coli, in hoher Kopienzahl vermehren 
lfcBt und nach Trans fektion in sauge tier zellen und 
Integration ins Wirtsgenom die Expression elnes 
Reportergens unter Kontrolle von regulatorlschen 
Elementen erraSglicht. Es handelt sich dabei bevorzugt 
um einen Shuttle-Vektor, der eine Expressionskassette 
far das Reportergen (Sensor DNA) und einen 
selektionierbaren Marker fttr S&ugetierzellen sowie 
mindestens einen Replikationsursprung und einen Marker 
far die Vermehrung und Selektion in E.coli enthait. 

Zur Herstellung von permanenten Zellinien, die die 
Sensor-DNA stabil in ihr Genom integriert enthalten, 
enthait der Vektor einen dominanten Selektionsmarker. 
Die Verwendung eines bestimmten Selektionsmarkers ist 
nicht kritisch, geeignet sind z.B. das Gen far 
Neomycin-Phosphotransferase (neo), das eine Resistenz 
gegenaber dem Antibiotikum Geneticin (G-418) verleiht 
(Southern und Berg, 1982 ), das DHFR-Gen 
(Dihydrofolatreduktase) fttr DHFR-defiziente Zellen, das 
Gen fttr Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl transferase (gpt), 
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das Resistenz gegen Mycophenolsaure verleiht (Mulligan 
und Berg, 1981) Oder das Hygroraycin-B-; 
Phosphotransferase-Gen (hph; Gritz und Davies, 1983). 
Beispiele fur Promotoren, die das Selektionsmarker-Gen 
treiben, sind der SV40-Early-Promotor, der 
Zytomegalovirus-Promotor (CMV-Promotor), der Promoter 
des Thymidin-Kinase-Gens des Herpes simplex-Virus 
(TK-Promotor), der Rous Sarcoma Virus (RSV) long 
terminal repeat (LTR). Die Plasmide werden vorzugsweise 
derart konstruiert , daB einzelne wichtige Elemente, wie 
das Reportergen, der Promoter fiir das Reportergen, die 
regulatorischen Sequenzen filr den Selektionsmarker, 
einfach ausgetauscht Oder verSndert werden kOnnen, urn 
etwaigen geSnderten Anforderungen, die sich aus dem 
speziellen Anwendungsfall ergeben, z.B. aufgrund der 
Verwendung einer anderen Zellinie, entsprechen zu 
kOnnen. Derartige MaBnahmen bestehen z.B. darin, vor 
den/die Promotor(en) oder vor das Reportergen 
Multiklonierstellen einzubauen, urn die Klonierung von 
regulatorischen, den Promotor modulierenden Sequenzen 
bzw. von verschiedenen Reportergenen zu ermttglichen. 

Bei der Auswahl eines geeigneten Reportergens wurde 
davon ausgegangen, einen, vorzugsweise nicht- 
radioaktiven, automatisierbaren Assay mit hoher 
Empfindlichkeit bereitzustellen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erf indung k6nnen 
grundsatzlich sSratliche Reportergene eingesetzt werden, 
die diese Voraussetzungen erfiillen: 

Alkalische Phosphatase kann bei Verwendung eines 
chemilumineszierenden Substrats mit hoher 
Empfindlichkeit geraessen werden, weist allerdings den 
Nachteil auf, daB viele SSugetierzellen dieses Enzym 
relativ stark exprimieren. Es kommt daher als 
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Reportergen im allgemeinen nur fiir solche Zellinien in 
Betracht, die es nicht Oder nur schwach exprimieren. 

Die Expressionsprodukte des B-Galaktosidase- und des 
B-Glucuronidase-Gens kttnnen das entsprechende 
Methylumbeliferyl-Galaktosid bzw. -Glucuronid unter 
Bildung f luoreszierender Gruppen spalten. Diese 
Enzymreaktionen werden mit Hilfe etablierter 
Fluoreszenz-Assays verfolgt (Wieland et al., 1985; 
Kricka, 1988). 

Die Expression von Chloramphenicol-Actetyl transferase 
(CAT) 1st zwar relativ empfindlich nachweisbar, der 
Assay weist jedoch u.a. den Nachteil auf, daB er 
radioaktiv und schwer automatisierbar 1st (Hartmann, 
1991). 

Bevorzugt wird im Rahmen der vorliegenden Erf indung als 
Reportergen das fur Photinus pyralis-Luciferase 
kodierende Gen (De Wet et al., 1987) verwendet. Dieses 
Enzym weist die Vorteile auf, daB es mit seinem 
Substrat Luciferin unter Zugabe von ATP Blolumlnlszenz 
In hoher Ausbeute erzeugt, die mit Hilfe etablierter, 
automatlslerbarer Methoden gemessen werden kann, und 
daB dieses Enzym von Sdugetlerzellen nicht endogen 
produzlert wird* Welters hat Lucif erase elne relativ 
kurze In vivo Halbwertszeit und 1st auch in hohen 
Konzentrationen nicht toxisch (Hartmann, 1991; Brasier 
et al., 1989). 

Bel der Konstruktion der Sensor-DNA wird das 
Reportergen unter die Kontrolle von Promotoren 
gestellt, die modulierbare Regulationselemente, wie 
TRE- und /oder CRE- und/oder SRE- und/oder GRE-Elemente, 
enthalten. Da die Signal transduktionswege des IL-5- 
Rezeptors im einzelnen nicht genau bekannt sind, werden 
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die am besten geeigneten Sensor-DNA-Konstruktionen in 
Vorversuchen empirisch bestimmt. Dazu wird eine Zelle, 
die einen funktionellen IL-5-Rezeptor exprimiert, 
transient rait yerschiedenen Sensor-DNA-Konstrukten 
transformiert, wobei einerseits hinsichtlich des 
Reportergens, andererseits hlnsichtlich der 
Kontrollsequenzen variiert werden kann, und die Messung 
des Reportergen-Produktes auf seine Empfindlichkeit 
untersueht, indem die Konzentration des Reportergen- 
Produktes nach Stimulation des Rezeptors mit einem 
Agonisten, vorzugsweise nit IL-5, gemessen wird. Als 
regulatorische Sequenzen in der Sensor-DNA eignen sich 
samtliche DNA-Elemehte, durch die die Aktivierung des 
Promotors herbeigefuhrt wird, z.B. Elemente, ausgewahlt 
aus der Gruppe TRE, CRE; GRE oder SRE oder auch solche, 
die eine Kombination dieser verschiedenen Elemente 
enthalten. Mit einer solchen, zwei oder mehrere 
verschiedene Elemente enthaltenden Sensor-DNA wird die 
Aktivierung mehrerer Signaltransduktionswege einzeln 
Oder auch die parallele Aktivierung mehrerer 
Signaltransduktionswege erfaBt. Die Auswahl der Sensor- 
DNA fttr die Testzell-Entwicklung wird danach getroffen, 
daB eine m5glichst hohe Induzierbarkeit des 
Reportergens in dem gegebenen Zellsystem erf olgt. Die 

regulatorische DNA-Region kann eine naturlich 
vorkomraende Promotorregion sein, sie kann aber auch 
kunstlich hergestellt werden. 

Gegebenenfalls wird der komplette Promotor eines durch 
mehrere sekundare Botenstoffe induzierbaren Gens 
yerwendet, z.B. die 5 • -regulatorische Seguenz des 
ICAM-I-Gens (Interzelluiares Adhasionsmolekul 1) oder 
des c-fos-Gens. Ein natttrlicher, auf Aktivierung des 
IL-5-Rezeptors ansprechender Promotor, der multiple 
regulatorische Elemente enthalt, z.B. der ICAM-1- 
Promotor; der u.a. TRE-, NKKB-, SP1- und AP2-Elemente 
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enthait (Voraberger et al.,) oder der c-fos-Promotor, 
der neben CRE- und SRE-Elementeri u.a. als "SIF-E- 
Element" und als "APx-ahnliches Element" bezeichnete 
regulator ische Sequenzen enthait (Hipskind und 
Nordheim, 1991), kann daraufhin untersucht werden, 
welche seiner Elemente flir die Aktivierung 
verantwortlich sind. Dazu kann so vorgegangen werden, 
daB kxinstliche Promotorsequenzen, die gegenilber dem 
natiir lichen Promotor verschiedene Mutationen und/oder 
Deletionen aufweisen, auf Aktivierbarkeit untersucht 
werden. Ausgehend von den Ergebnissen solcher 
Untersuchungen kann der Promotor gewiinschtenf alls 
weiter optiraiert werden, Indem z.B. das bzw. die als 
mafigeblich identifizierten Elemente In Mehrfachkopie 
verwendet werden. 

Gegebenenfalls werden bekannte natiirliche oder 
synthetische Promotoren modifiziert, indem sie auf die 
fttr die Prbmotorfunktion erforderliche Minimal sequenz 
gekttrzt werden, 

Bel der Konstruktion einer Sensor-DNA, in der das 
Reportergen von einem nicht-natUrlichen Promotor 
getrieben wird, werden zweckmSBig schwachen Promotor- 
Elementen ein oder mehrere Elemente, z.b. TRE- und/oder 
CRE- und/oder SRE- und/oder GRE-Regulationselemente, 
vorgeschaltet, die den Promotor modulieren. Dem 
Fachmann sind die f Or die Expression in bestimmten 
S&ugetierzellen geeigneten Kontrollsequenzen bekannt; 
die Auswahl kann zunachst aufgrund der einschlflgigen 
Literatur getroffen werden (z.B. Landschulz et al., 
1988, Turner und Tjian, 1989), eine Einengung bzw. 
Optimierung kann mit den oben angefvihrten, einfach 
durchzuftlhrenden transienten Transfektionsexperimenten 
durchgefiihrt werden. Beispiele filr geeignete Promotoren 
sind der B-Globin-Promotor und der TK- Promotor. 
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Bei der Auswahl der in der Sensor DNA enthaltenen 
regulatorischen Sequenz ( einschlieBlich seiner 
flankierenden Sequenzen) wird von literaturbekannten 
Elementen (z.B. filr TRE- Oder CRE- Elemente Montrainy et 
al., 1990; Deutsch et al., 19B8) ausgegangen, die in 
Vorversuchen auf ihre Eignung im Hinblick auf eine 
erapfindlich nachweisbare Induzierbarkeit des 
Reportergens in eineni gegebenen Zellsystem untersucht 
werden. Beispiele fUr geeignete TRE-Elemente, 
einschliefilich deren f lankier ende Sequenzen, sind die 
Sequenzen von Somatostatin, "vasoactive intestinal 
peptide", Zytomegalovirus Enhancer, Rinder 
LeukMmievirus-Long Terminal Repeat (BLV LTR) (CRE- 
Elemente) bzw. ICAM-1, Kollagenase, Parathyroidhormon 
(TRE-Elemente). Falls die in den natUr lichen Sequenzen 
enthaltenen Motive keine perfekte Konsensussequenz 
aufweisen, k6nnen sie/ falls eine solche erforderlich 
Oder gewiinscht ist, und gegebenenfalls auch die 
benachbarteri Sequenzen, durch Austausch eines Oder 
mehrerer Nukleotide verandert werden. 

Die regulatorischen Elemente und die sie flankierenden 
Sequenzen kOnnen synthetisch hergestellt werden oder 
nattlrlichen Ursprungs sein. 

Um den modulierenden Effekt eines sekund&ren 
Botenstof fes auf die Reportergenexpression zu 
verstarken, wird gegebenenfalls ein Konstrukt 
verwehdet, das mehrere, homologe oder heterploge, 
regulatorische Sequenzen in Tandem enthait. Bei der 
Anordnung der Einzelelemente des Konstrukts wird der 
Abstand der Elemente zueinander so gewShlt, daB die 
Bindung des Transkriptionsfaktors an die Elemente 
gewahrleistet ist. Der optimale Abstand der 
regulatorischen Elemente zueinander, bei dessen 
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Bestimmung auch Uberlegungen beztiglich der sterischen 
Anordnung zum Tragen kommen, wird in Vorversuchen 
empirisch ermittelt, gegebenenfalls auch der Abstand zu 
anderen regulatorischen-DNA-Elementen, die einen 
EinfluB auf die Transkription haben, z.B. von der TATA- 
Box. Bei multiplen Regulationssequenzen kttnnen die 
Elemente und/oder die flankierenden Sequenzen identisch 
oder, zumindest teilweise, verschieden sein, letztere 
Ausftlhrungsform wird fur die Tandem-Konstruktion 
bevorzugt. 

Als das regulatorische Element flankierende Sequenzen, 
von denen f estgestellt wurde, daB sie ebenf alls EinfluB 
auf die Regulationseigenschaften der Elemente haben, 
werden bevorzugt, insbesondere in deren unmittelbarer 
Umgebung, die das spezielle regulatorische Element 
nattirlicherweise umgebenden Sequenzen verwendet 
(Montrainy et al., 1990; Deutsch et al., 1988)- Die 
Sequenz bzw. deren Anordnung wird empirisch ermittelt. 

Gegebenenfalls befinden sich die Elemente der Sensor- 
DNA und das zur Selektion benutzte Markergen auf zwei 
getrennten Plasmiden, wovon eines das 
Reportergenkonstrukt ( einschlieBlich der 
EKpressionskontroll sequenz, die die regulatorische 
Sequenz enth&lt) und eines das 

Selektionsmarkergenkonstrukt enthait. (Beispiele fur 
geeignete Selektionsmarkergenkonstrukte slnd die 
Plasmide pRSVneo, pSV2neo, pRSVgpt, pSV2gpt, deren 
Aufbau einschlSgigen Handbttchern, z.B. "Cloning 
Vectors", entnommen werden kann. ) Ira Fall der 
Verwendung von getrennten Plasmiden werden die Zellen 
mit den beiden Plasmiden co-transfiziert und auf den 
Marker selektioniert. Das Vorhandensein des 
Selektionsmarkers laBt den SchluB zu, daB die Zelle 
auch das Reportergenkonstrukt enthait, weil bekannt 
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ist, daS Co-Transformation zweier Gene, die sich auf 
physikalisch nicht miteinander verbundenen DNA- 
Segmenten befinden, hSufig zur Expression beider 
co-transformierter Gene fiihrt (Winnacker, 1985). 

Im Hinblick auf die im Testverfahren einzusetzende 
MeBanordnung 1st es zweckmBBig, das Verhaitnis zwischen 
maximaler Xnderung und Normalwert des MeSsignals zu 
optimieren, yorzugsweise durch VerSnderung der 
Konstruktion der Sensor-DNA, z.B. durch strukturelle 
VerSnderung der Promotoranordnung. Das Background- 
Signal ist bevorzugt niedrig genug, um eine Induktion 
der Reportergenexpression mit hoher Empfindlichkeit zu 
erfassen, andererseits aber hoch genug, um die 
Nachweisgrenze im Hinblick auf die Negativkontrolle 
bestimmen zu k5nnen. 

Ftlr das Rezeptor-DNA-konstrukt gelten grundsatzlich 
dieselben Oberlegungen wie fttr das Sensor-DNA-Konstrukt 
mit dem Unterschied, daB die Rezeptor-Sequenz(en) 
bevorzugt unter die Kontrolle eines starken, 
konstitutiveh Promotors gestellt werden. Die Rezeptor- 
DNA kann mit Hilfe konventioneller 
molekularbiologischer Methoden erhal ten werden, z.B, 
indem man, ausgehend von einer RNA-Prfcparation aus 
Zellen, die den IL-5-Rezeptor exprimieren, mittels 
Reverse-Transkriptase-PCR die cDNA prSpariert , wobei 
die Primer aufgrund der publizierten Sequenz(en) 
konstruiert wurden, und in einen geeigneten Vektor 
hineinkloniert. Die cDNA kann auch mittels PCR aus 
einer cDNA-Bibliothek herausamplifiziert werden. 

Gegebenenfalls befinden sich auch im Falle der 
Rezeptor-DNA die fUr die Rezeptor-Untereinheit 
kodierende Seguenz und der dominante Selektionsmarker 
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auf getrennten Plasmiden, mit denen die Zellen co- 
transformiert werden. 

Die Transfektion der Zellen mit Sensor- bzw. Rezeptor - 
DNA wird mit ttblichen Trans fektionsmet ho den vorgenonunen 
(vgl. z.B. Potter et al. 1984; Feigner et ai., 1987), 
bevorzugt werden die Elektroporations- , die 
Calciumphosphat-Pr&zipitations- oder die 
Lipofektionsmethode eingesetzt. 

Zur Kontrolle der Selektivit&t einer Testsubstanz fur 
den IL-5-Rezeptor werden zweckm£Bigerweise fiir weitere 
Kontrollversuche Testzellen fiir verschiedene andere 
Rezeptoren hergestellt und mit der Substanz behandelt. 
Wenn eine Substanz nur den IL-5-Rezeptor spezifisch 
beeinflussen darf , was im Hinblick auf die Spezifitat 
eines Arzneimittels im allgemeinen der Fall ist, darf 
die. Substanz nur diesen einen Rezeptor modulieren. 

In den Kontrollzellen kann der Kontrollrezeptor 
prinzipiell entweder endogen vorhanden sein oder 
andemfalls in die Zelle transformiert werden* Wird die 
fttr die IL-5-Rezeptor-Testzelle verwendete Sensor-DNA 
auch durch Stimulation dieses Rezeptors durch einen 
Agonisten, z.B. IL-5, meBbar induziert, ist als 
Kontrollzelle die IL-5-Rezeptor-Testzelle geeignet, 
wenn die fttr den Kontrollrezeptor kodierende Sequenz 
endogen vorhanden ist oder zus&tzlich in die Zelle 
transformiert wurde. (Unter Kontrollrezeptoren sind 
auch solche Rezeptoren zu verstehen, die mit dem IL-5- 
Rezeptor die B-Untereinheit gemeinsam haben, z.B. der 
I L- 3 -Rezeptor. ) Ebenso kttnnen in diesem Fall als 
Kontrollzellen Zellen verwendet werden, die diese 
Sensor-DNA und den Kontrollrezeptor, nicht jedoch den 
IL-5-Rezeptor enthalten. Wird die fttr die IL-5- 
Rezeptor -Test zelle verwendete Sensor-DNA dagegen nicht 
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durch Stimulation, des Kontrollrezeptors induziert, muS 
eine geeignete Sensor-DNA empirisch bestimrat werden, 
wobei von literaturbekannten Elementen (s. z.B. 
Montminy et al., 1990; Deutsch et al.,1988) ausgegangen 
wird, die in Vorversuchen auf ihre Eignung im Hinblick 
auf eine empfindlich nachweisbare Induzierbarkeit des 
Reportergens in dem gegebenen Zellsystem untersucht 
werden. Die Sensor-DNA wird dann, zusammen mit der 
kbdierenden Sequenz fur den Kontrollrezeptor, sof ern 
dieser nicht endogen vorhanden ist, in die Zelle 
transformiert. 

Die Selektivitat der roodulierenden Wirkung der Subs tanz 
auf den Inter leukin-5-Rezeptor-abhtagigen 
Signalttbertragungsweg wird vorzugsweise tiberprttft, 
indem man sie unter identischen Bedingungen auf 
Kontrollzellen aufbringt, die einen Kontroll-Rezeptor 
exprimieren und die mit einer Sensor-DNA transformiert 
sind, deren regulatorische Segunez nicht nur auf den 
Interleukin-5-Rezeptor, sondern auch auf die 
Aktivierung des Kontroll-Rezeptors anspricht, und daB 
man die Konzentration des Reportergenproduktes in den 
den Interleukin-5-Rezeptor exprimierenden Zellen mit 
der in den Kontrollzellen vergleicht. 

Nach Transformation der Zellen mit Rezeptor-DNA werden 
die positiven Klone, z.B. mit Hilfe von Bindungsassays, 
in denen bekannte radioaktiv markierte Agonisten und 
Antagonisten eingesetzt werden, auf die Htthe der 
Expression des Rezeptors untersucht. 

Mit Hilfe von Scatchard-Blots (Human Pharmacology, 
1991) kann die Rezeptorzahl in MolekUleri pro Zelle 
bestimmt werden. 
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Bevorzugt wird aus den stabilen, Rezeptor-DNA 
enthaltenden Trans formanden ein Klon mit einer 
Rezeptorzahl gewahlt, .die der physiologischen Rezeptor- 
Konzentration mOglichst entspricht. (1st die 
Rezeptorzahl zu hoch, kann der Fall eintreten, daB 
unvollst&ndige und mftglicherweise unspezifische 
Kopplung stattf indet Oder daB zusatzlich zur 
spezifischen Kopplung eine unspezifische Kopplung 
stattf indet, wodurch gegebenenfalls andere 
Ef fektorsysteme mitaktiviert werden. 1st die 
Rezeptorzahl zu niedrig, ist das Signal gegebenenfalls 
zu niedrig, urn durch die Messung erf aBt zu werden. ) 

Unter "modulierender" Wirkung wird ein agonistischer 
oder antagonistischer Ef fekt auf einen IL-5- 
rezeptorabh&ngigen Signal tibertragungsweg verstanden. 

Substanzen, die ixn Testverfahren eine inhibierende 
Wirkung auf die IL~5-Rezeptor-abh£ngige Reportergen- 
Expression gezeigt haben, k5nnen in einem weiteren 
Verfahrensschritt darauf getestet werden, ob sie die 
IL-5-abhangige Proliferation von Zellen inhibieren. Bei 
einem solchen Verfahren bestimmt man die inhibierende 
Wirkung der Substanz auf die Proliferation der Zellen, 
indem man Zellen, die neben Rezeptoren far andere 
Wachs turns fak tor en den funktionellen IL-5- Rezeptor 
exprimieren und in ihrem Wachstum von der Anwesenheit 
von IL-5 mindestens des Llganden fttr einen dieser 
Rezeptoren, z.B. IL-5, abhfingig sind, mit IL-5 allein 
sowie in einem weiteren Ansatz mit IL-5 und der zu 
testenden Substanz inkubiert und die Proliferation der 
bei den Ansatze miBt. 

Methoden fUr solche Proliferationsassays stehen in 

groBer Auswahl zur VerfQgung, sie kdnnen u.a. in 

96 Loch Mikrotiterplatten durchgefUhrt werden und sind 
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auf einfache Weise zu automat isieren. Beispiele far 
derartige Assays sind solche beruhend auf der .Messung 
des [ 3 H] -Thymidin- Oder Bromdesoxyuridiri( BrdUrd ) - 
Einbaus (Messung des BrdUrd-Einbaus z. B.uber die 
Bindung von fluoreszenzmarkierten Anti-BrdUrd- 

Antikorper). 

Ein weiteres Proliferationsassayprinzip beruht auf der 
Messung von Farbstoffen, die durch Umsetzung geeigneter 
Substrate durch Zellenzyme gebildet werden. Eine der 
auf diesem Prinzip entwickelten Methoden ist die 
kommerziell erhaltliche Tetrazoliumsalz-Methode (MTT- 
Methode), bei der die Konzentration des durch Umsetzung 
eines Tetrazoliumsalzes durch Dehydrogenase gebildeteh 
Farbstoffes Formazan spektrophotometxisch gemessen 
wird. ' 

Beispiele fur im Prolif erationsassay geeignete Zelleh 
sind iL-5-abhangige hamatopoetische Zellen, z.B. Zellen 
der von Kitamura et al, 1989 und 1991, beschriebenen 
Zellinie TF-1. 

Bei den mit Hilfe des erf indungsgemaBen Verfahrens auf 
ihre potentielle pharmakologlsche Wirkung zu 
untersuchenden Substanzen handelt es sich urn natttrliche 
Oder synthetische Substanzen, wobei Reinsubstanzen Oder 
Substahzgemische (z.B. Pflanzenextrakte, 
Fermentationsbruhen, etc. ) eingesetzt werden konnen. 
Bei den Reinsubstanzen sind ihsbesondere 
niedermolekulare synthetische organische Verbindungen 
von Interesse. Zu den Substanzen, die mit Hilfe eines 
Screenings erf aBt werden sollen, zahlen prinzipiell 
Substanzen, die an die Uganden-Bindungsstelle des 
Rezeptors binden, allosterisch wirkende Substanzen 
sowie Substanzen, die in bezug auf die Liganden- 
Bindungsstelle nicht-kompetitiv wirken. Diese 
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Substanzen kSnnen peptidischer und nicht-peptischer 
Natur sein. 

ZweckmSBig werden die Substanzen in seriellen 
Verdtinnungen auf die Zellen aufgebracht, um einen 
mttglichst groSen Konzentrationsbereich zu erfassen. Die 
Inkubationszeit wird empirisch bestimmt, indem z.B. die 
gegebenen Testzellen mit bekannten Rezeptor-Agonisten 
behandelt werden und der Zeitpunkt bestimmt wird, ab 
dem die Induktion der Reportergenexpression 
reproduzierbar gemessen werden kann. Die 
Znkubationszeit wird ira allgemeinen auf diesen 
Zeitpunkt abgestellt, sie betrSgt im allgemeinen 
mindestens 1 h. Die Zellzahl richtet sich vor all em 
nach der Nachweisgrenze des MeBsignals und nach dent 
Wachstumsstadium, in dem sich die Zellen befinden, die 
Untergrenze wird aufierdem durch die technisch bedingte 
FShigkeit definiert, die Zellen gleichm&fiig auf die 
Testeinheiten zu verteilen. Die Zellzahl betrSgt im 
Fall der Verwendung von Mikrotiterplatten mit 
96 Vertiefungen z.B. ca. 1000 bis ca. 100.000 Zellen 
pro Testeinheit, kann jedoch auch bei entsprechender 
Empfindlichkeit des MeBsignals und exakter 
Verteilbarkeit der Zellen geringer sein. Das 
Wachstumsstadium, in dem die Zellen eingesetzt werden, 
hangt von den zelltypspezif ischen Eigenschaf ten der 
Ausgangszelle ab, welters wird es vor allera durch den 
jeweiligen Rezeptor bestimmt (bei verschiedenen 
Rezeptoren kann dasselbe Effektor system je nach 
Wachstumsstadium unterschiedlich bzw. unterschiedlich 
stark aktiviert werden); Wachstumsstadium und Zellzahl 
werden somit ebenf alls in Vorversuchen empirisch 
ermittelt, indem die Kinetik der Reportergenexpression 
in Protest- und Testzellen verschiedenen 
Wachsturasstadiums bestimmt wird* 
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Im Rahmen der vorliegenden Erf indung konnte gezeigt 
werden, daS Zellen. die den IL-5-Rezeptor exprimieren 
und die mit einer Sensor-DNA transformiert waren, auf 
den Zusatz von IL-5, dem nattirlichen Liganden des 
IL-5-Rezeptors, ansprechen, indem die Expression des 
Reportergens induziert wird. (Es wurden einerseits 
murine Zellen, die die P-Untereinheit natiirlicherweise 
exprimieren und die zusatzlich mit der a-Untereinheit 
transformiert waren, als auch humane Zellen, die beide 
fur den funktionellen IL-5-Rezeptor notwendigen 
Einheiten natiirlicherweise exprimieren, getestet. ) Die 
verwendete Sensor-DNA enthielt als regulatorisches 
Element entweder die 1.3. kb 5 ' -regulatorische Region 
des humanen 1CAM-1-Gens, die u.a. ein TRE-Element 
enthalt, oder die 0.756 kb 5' -regulatorische Region des 
humanen c-fos-Gens, die u.a. ein TRE, ein CRE und ein 
SRE enthalt. Wurden diese Zellen, die endogene IL-3 und 
GM-CSF Rezeptoren enthalten, mit IL-3 oder GM-CSF 
stimuliert, liefl sich ebenfalls eine Induktion der 
Reportergen-Expression messen. In Kontrollzellen, die 
bis auf das Fehlen der a-Untereinheit des IL-5- 
Rezeptors (die die Ligandenbindung an den Rezeptor 
vermittelt) identisch mit den vorher verwendeten waren, 
lieB sich die Expression des Reportergens ebenfalls 
durch Behandlung mit IL-3 oder GM-CSF, nicht jedoch mit 
IL-5 . induzieren. 

Mit Hilf e der vorliegenden Erf indung wird ein 
empfindliches und vielseitiges funktionelles Verfahren 
zum Auffinden von Substanzen bereitgestellt, die 
IL-5-Rezeptor-abhangig einen oder mehrere 
Signaltibertragungsweg in der Zelle spezifisch 
beeinflussen. Die mit Hilfe des erfindungsgemaBen 
verfahrens ermittelten Substanzen dienen als 
Leitsubstanzen fUr die Entwicklung von Medikamenten fur 
die Behandlung von Erkrankungen, die mit einer 



WO 94/28170 



PCT/EP94/01735 



31 

Fehlfunktion des IL-5-Rezeptors bzw. des daran 
gekoppelten Signaltibertragungsweges assoziiert sind, 
und konnen in weiterer Folge in einem sekundaren 
Screening, z.B. im Fall von Ant agonist en in einem 
Proliferationsassay unter Verwendung von Zellinien, 
oder mit Primarzellen und erst im AnschluB daran im 
Tierversuch, n£her auf ihre pharmakologischen 
Eigenschaf ten untersucht werden. Die Anzahl der 
benOtigten Tiere wird somit durch den Einsatz des 
erfindungsgem£Ben Verfahrens betrachtllch verringert. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren bietet auBerdem den 
Vorteil, dafi es automat isierbar 1st, indem die 
Beschickung der Zellkulturgef&fie, z.B. 
Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen, die Beschickung 
mit den Test subs tanzl&sungen, die Inkubations- und 
Waschschritte sowie die Messung, z.B. im Fall von 
Lucifer ase als Report ergenprodukt mit einem 
Luminometer, mit Robotem durchgefiihrt werden. Das 
erfindungsgen&Be Verfahren eignet sich somit fiir 
Screening-Programme mit hoher Durchsatz-Kapazitat, 
wobei beispielsweise ca. 2000 Substanzen bzw. 
Substanzgemische pro Woche getestet werden kttnnen. 

Mit Hilf e des erf indungsgemSBen Verfahrens ist es 
mttglich, allosterisch wirkende Substanzen und bezliglich 
der Ligandenbindungss telle nicht-kompetitiv wirkende 
Substanzen erfassen zu kdnnnen. 

Mit Hilfe des erfindungsgem&Ben Verfahrens ist es 
weiters mdglich, Rezeptoren zu klonieren, die 
pharmakologisch oder biochemisch charakterisiert und 
fttr die Liganden bekannt sind. Dabei wird von cDNA- 
oder genomischen Banken ausgegangeh, von denen Pools in 
die entsprechende Zellinie trans formiert werden. Die 
Expression des Rezeptors wird durch eine Expression des 
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Reportergens angezeigt, nachdem der Rezeptor durch 
Bindung eines Liganden aktiviert wurde. . 



Figurenubersicht 

Fig. 1: Sensor-DNA-Plasmid pBHlucl. 3, enthaltend die 

Proraotorregion des ICAM-1 Gens 
Fig. 2: Sensor-DNA-Plasmid pBHfosluci, enthaltend die 

Promotorregion des c-fos-Gens 
Fig. 3: induktion von pBHlucl.3 und pBHfosluci dutch 

Rezeptorstimulation in 1H3-Zellen 
Fig. 4: induktion von pBHlucl. 3 durch 

Rezeptorstimulation in murinen FDC-Pl-Zellen 
Fig. 5: Induktion von pBHlucl. 3 durch 

Rezeptorstimulation in humanen TF-l-Zellen 
Fig. 6: induktion der Proliferation von TF-l-Zellen 

durch Rezeptor-Stimulation 



Bei spiel 1 . 

Herstellung von Reporterplasmiden mit durch sekundare 
Botenstoffe regulierbaren Blementen ( Sensor -DNA) 

a) Konstruktion des Plasmids pBHlucl. 3 

Klonierung und Deletionsanalyse von 1.3 kb der 
5'-flankierenden Region des humanen Gens fur das 
Interzellulare Adhasionsmolekul ICAM-1 haben ergeben, 
dafl dieses Fragment i) in der Lungenadenokarzinom- 
•Zellinie A549 (ATCC CCL 185) durch TPA induziert werden 
kann und ii) ein TPA Response Element (TRE) mit der DNA 
Sequenz TGATTCA enthalt (Voraberger et al., 1991). Das 
Plasmid pBHlucl. 3 (Fig. 1) enthalt die 1.3 kb lange 
Regulationsregion des ICAM-1 Gens, die dem Lucif erase- 
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Gen vorgeschaltet ist. Seine Herstellung wurde von 
Voraberger et al., 1991, beschrieben. 

b) Konstruktion des Plasmids pBHfosluci 

Das Plasmid pBHfosluci enthait das Luciferase-Gen unter 
der Kontrolle des Promotors des humanen c-fos Gens, der 
verschiedene Regulationselemente, z.B. TRE, CRE und ein 
SRE, enthait. Ein Fragment, das den c-fos Proraotor 
(Position -711 bis +45) umfaBt, wurde aus dem Plasmid 
pfosCAT (Schttnthal et al., 1988) isoliert, in dem 
Vektor pBluescriptSK (Stratagene) zwischenkloniert und 
in das Konstrukt pBHluc (Voraberger et al., 1991) vor 
das Luciferase-Gen inseriert. 

Das Plasmid pfosCAT (Sch5nthal et al., 1988) wurde mit 
Xial und flindlll geschnitten. Das 756 bp Fragment, 
entbaltend den c-fos Promo tor, wurde isoliert und mit 
dem Vektor pBluescriptSK, geschnitten mit X2>al und 
Hindi II, ligiert. Ein nach Transformation von E.coli 
erhaltenes Plasmid wurde pBSfos genannt. Das Plasmid 
pBSfos wurde mit Xbal geschnitten, die DNA-Enden des 
Plasmids durch Zugabe von Klenow-Enzym und aller 
4 dNTPs "blunt" gemacht und schliefilich mit Sail 
geschnitten. Das Sal 1 1 /blunt Fragment, enthaltend den 
c-fos Promotor, wurde isoliert. Das Plasmid pBHluc 
(Voraberger et al., 1991) wurde mit Hindi 1 1 
geschnitten, die DNA-Enden wurden "blunt" gemacht, und 
es wurde mit Sail geschnitten. Der so geschnittene 
Vektor wurde mit dem Sal I /blunt Fragment, das den c-fos 
Promotor enthielt, ligiert. Das nach E.coli 
Transformation erhaltene Plasmid wurde pBHfosluci 
genannt (Fig.2). 

Beispiel 2 
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Rezeptor-vermittelte Induktion der Sensor-DNA 

Um zu zeigen, daB in .Zellen, die den IL-5-Rezeptor 
exprimieren, die Sensor-DNA nach Stimulation des 
Rezeptors mit einer agonistisch wirkenden Substanz 
induziert wird, wurden Zellen einer murinen und einer 
humanen Zellinie mit Sensor-DNA (pBHlucl.3 Oder 
pBHfosluci) transient transfiziert: 

Murine 1H3-Zellen wurden aus FDC-Pl-Zellen, einer 
murinen, aus Knocherunark-Zellen etablierten faktor- 
abhangigen Zellinie (Dexter et al., 1980) durch 
Transformation mit der a-Untereinheit des murinen 
IL-5-Rezeptors folgendermaBen hergestellt: eine cDNA, 
kodierend fUr die a-Untereinheit des murinen IL-5- 
Rezeptors (Takaki et al M 1990), wurde in einer 
Reverse-Transkriptase-PCR-Reaktion (Frohman et al., 
1988) unter Verwendung von RNA, prSpariert aus der 
Zellinie BCL1, Klon 5Blb (ATCC TIB 197), synthetisiert . 
Die dazu verwendeten Primer waren MF71 (SEQ ID N0:1) 
( 5 * TCGGCTACCATGGTGCCTGTG3 ' ) und MF73 (SEQ ID NO: 2) 
( 5 • ATGGCAAAAT6CCATCAAAACGTG3 v ) ; sie flankieren die 
kodierende Region ftir die Rezeptor-a-Untereinheit 
(Takaki et al., 1990). (Im Sequenzprotokoll sind die 
synthetischen Oligodesoxiribonukleotide als "cDNS" 
angegeben.) Das 1272 bp PCR-Produkt wurde in die Stoal- 
Schnittstelle des Plasmids pUC19 (Pharmacia) 
subkloniert. Die kodierende Sequenz wurde mit BamHI und 
EcoRI herausgeschnitten und in das Expressionsplasmid 
pcDNAI (Invitrogen), geschnitten mit den gleichen 
. Enzymen, inseriert. 25 pg des linearisierten Plasmids 
wurden in 4x107 FDC-Pl-Zellen durch Elektroporation 
(300V, 960pF, BioRad Gene Pulser) transfiziert. 
IL-5-Rezeptor-exprimierende Zellen wurden in RPMI-1640- 
Medium, angereichert mit murinem IL-5, selektioniert . 
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1H3-Zellen exprimieren daher, im Gegensatz zu FDC-F1- 
Zellen, die nur die IL-5-Rezeptor B-Untereinheit 
exprimieren, einen funktionellen IL-5-Rezeptor (a- plus 
B-Untereinheit). 1H3-Zellen und FDC-Pl-Zellen haben 
endogene IL-3 und GM-CSF Rezeptoren. Die B-Untereinheit 
ist bei IL-5-, IL-3- und GM-CSF-Rezeptoren identisch. 

Die humane Zellinie TF-1 wurde aus Knochenmarkszellen 
eines Patienten mit Erythroleuk&mie etabliert, wie von 
Kitamura et al., 1989 , beschrieben. Die Zellen 
exprimieren funktionelle Rezeptoren fiir IL-5, IL-3 und 
GM-CSF, und ihre Proliferation ist abhangig von der 
Anwesenheit mindestens eines der drei hamatopoetischen 
Wachstumsfaktoren (Kitamura et al, 1989, 1991). 

Einen Tag nach der Transfektion der 1H3- bzw. TF-1- 
Zellen mit Sensor-DNA wurden die Zellen ftir etwa 12 
Stunden in faktorfreiem Medium gehalten und 
anschlieBend mit dem Rezeptor-spezifischen Liganden 
IL-5 behandelt. Als negative Kontrolle fttr die 1H3- 
Zellen wurde das gleiche Experiment mit murinen FDOP1- 
Zellen, die keinen funktionellen IL-5-Rezeptor 
exprimieren, durchgef (ihrt . In weiteren Kontroll- 
Experimenten wurden 1H3-, FDC-P1- bzw. TF-l-Zellen mit 
IL-3 oder GM-CSF anstelle von IL-5 behandelt. 

a) Induktion von pBHlucl.3 und pBHfosluci durch 
Rezeptor-Stimulation in 1H3 Zellen 

Die Zellinie 1K3, die einen funktionellen IL-5-Rezeptor 
exprimiert, wurde in RPMI 1640 Medium (Gibco) mit 10,% 
hitzeinaktiviertem ftttalem KSlberserum (FCS) und 1 % 
Maus-Tonizitats-Supplement (1M NaCI, 0.1M Natrium- 
Pyruvat, 11. 3M Monothioglycerin) unter Zugabe von etwa 
500 units/ml IL-5 ( rekombinantes murines IL-5) bei 37*C 
in 5 % C0 2 geztichtet. Etwa 3x10? Zellen pro Transfektion 
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wurden 5 min bei 1000 UpM abzentrifugiert und in 200 pi 
Medium mit alien Zusatzen resuspendiert. Nach .Zugabe 
von 15 pg Plasmid-DNA pro 10? Zellen wurde das Volumen 
auf 400 pi mit komplettem Medium aufgefiillt. Die Zellen 
wurden in einem Biorad Gene Pulser* mit einem Strompuls 
von 300V, 960pF durch Elektroporation transf iziert und 
anschlieBend in frischem, komplettem Medium mit IL-5 
Zusatz ttber Nacht bei 37'C inkubiert. Am nachsten Tag 
wurden die Zellen 5 min bei 1000 UpM zentrif ugiert und 
zweimal mit IL-5- freiem komplettem Medium gewaschen. 
Die Zellen wurden in IL-5- freiem komplettem Medium 
resuspendiert und Uber Nacht weiterinkubiert. Fur die 
Induktion wurden die Zellen erneut zentrif ugiert. in 
60 ml faktorfreiem Medium resuspendiert und gleichmaBig 
auf drei Gewebekulturflaschen verteilt. wahrend die 
Zellen einer Flasche nicht induziert wurden und bis zum 
Zeitpunkt des Luciferase-Assays in faktorfreiem Medium 
gehalten wurden (negative Kontrolle), wurden die beiden 
anderen mit etwa lOOOunits/ml IL-5 bzw. IL-3 versetzt. 
Nach 8sttindiger inkubation bei 37*C wurden die Zellen 
abzentrifugiert, in PBS gewaschen und in 500 pi 
Lyse/Assay-Puffer (25 mM Tricine, 0.5 mM EDTA, 0.54 mM 
Natriumtripolyphosphat, 6.5 mM DTT, 16.3 mM MgS04.7H,0, 
0.1% Triton X-100, 1.2 mM ATP, 0.05 mM Luciferin; 
pH 7.8) aufgenommen. Davon wurden 400 pi unter Zugabe 
von 20 pi Luciferin (lmM) im Luminometer Lumat 9501 
(Berthold) gemessen. Das Ergebnis des Experiments 1st 
in Fig.3 zu sehen und zeigt, daB beide Sensor- 
Konstrukte, pBHlucl.3 und pBHfosluci, durch IL-5 mehr 
als lOfach induzierbar sind. Stimulation der Zellen mit 
IL-3 f iihrt flber endogene IL-3 Rezeptoren ebenf alls zu 
einer Induktion beider Sensor-Konstrukte . 



b ) Induktion von pBHlucl . 3 durch Rezeptor-Stimulation 
in FDC-P1 Zellen 
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Die Zellinie FDC-P1 (Dexter et al., 1980) wurde in RPMI 
1640 Medium (Gibco) mit den gleichen Zus&tzen wie fur 
1H3 Zellen unter a) beschrieben gezttchtet, jedoch unter 
Zugabe von etwa 500units/ml IL-3 anstelle von IL-5. 
Etwa 4x107 Zellen wurden wie unter a) beschrieben durch 
Elektroporation mit 15 pg pBHlucl.3 DNA pro 10* Zellen 
transfiziert, inkubiert und in IL-3-£reiem Medium 
gehalten. Die Zellen wurden auf vler 
Gewebekulturflaschen gleichm£Big verteilt. Die Zellen 
einer Flasche wurden bis zur DurchfUhrung des 
Luciferase-Assays in faktorfreiem Medium gehalten 
(negative Kontrolle), die drei anderen wurden mit etwa 
1000 Units/ml IL-5, IL-3 bzw. GM-CSF behandelt. Nach 
Sstttndlger Inkubatlon wurde, wie unter a) beschrieben, 
der Lucif erase* Assay durchgeftthrt . Das Ergebnis des 
Experiments 1st in Fig .4 zu sehen. Die Sensor-DNA 
pBHlucl.3 ist in FDC-P1 Zellen, die nur die 6- 
Untereinheit des IL-5-Rezeptors exprimieren, wHhrend 
die ligandenbindende a-Untereinheit fehlt, nicht durch 
IL-5 induzierbar. Im Gegensatz dazu ftthrt IL-3 Oder 
GM-CSF Behandlung der Zellen fiber Stimulation der wie 
in 1H3 Zellen vorhandenen endogenen IL-3 und GM-CSF 
Rezeptoren zu einer Induktion der Sensor-DNA* 

c) Induktion von pBHfosluci durch Rezeptor- 
Stimulation in TF-l-Zellen 

Die Zellinie TF-1 wurde in RPMI 1640 Medium (Gibco) mit 
10 % hitzeinaktiviertem ffitalem Kftlberserum (FCS) unter 
Zugabe von 1 ng/ml IL-3 bei 37 *C in 5 % CO3 gezttchtet. 
Etwa 3 x 107 Zellen pro Transfektion wurden 5 min bei 
1000 UpM abzentrifugiert und in 200 pi Medium mit alien 
ZusStzen resuspendiert . Nach Zugabe von 15 pg/10? Zellen 
Plasmid-DNA wurde das Volumen auf 400 pi mit komplettem 
Medium aufgefullt. Die Zellen wurden in einem Biorad 
Gene Pulser™ mit einem Strompuls von 280 V, 980 pF 
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durch Elektroporation transfiziert und anschlieBend in 
frischem, komplettem Medium mit IL-3-Zusatz Qber Nacht 
bei 37 *C inkubiert. Am nSchsten Tag wurden die Zellen 
5 min bei 1000 UpM zentrifugiert und zweimal mit IL-3- 
freiem komplettem Medium gewaschen. Die Zellen wurden 
in faktorfreiem komplettem Medium resuspendiert und 
tiber Nacht weiterinkubiert. Ftir die Induktion wurden 
die Zellen erneut zentrifugiert, in 60 ml faktorfreiem 
Medium resuspendiert und gleichmaBig auf vier 
Gewebekulturflaschen verteilt. wahrend die Zellen einer 
Flasche nicht induziert wurden und bis zum Zeitpunkt 
des Luciferase-Assays in faktorfreiem Medium gehalten 
wurden (negative Kontrolle), wurden die drei anderen 
©it etwa 10 ng/ml IL-5 bzw. 1 ng/ml IL-3 bzw. 100 ng/ml 
GM-CSF versetzt. Nach 8stttndiger Inkubation bei 37 *C 
wurden die Zellen abzentr if ugiert, in PBS gewaschen und 
in 500 \xl Lyse/Assay-Puffer (25 mM Tricin, 0.5 mM EDTA, 
0.54 mM Natriumtripolyphosphat, 6.5 mM DTT, 16.3 mM 
MgSOi.7 H 2 0, 0.1% Triton X-100, 1.2 mM ATP, 0.05 mM 
Lucifer in; pH 7.8) aufgenommen. Davon wurden 400 pi 
unter Zugabe von 20 \xl Luciferin (1 mM) im Luminometer 
Lumat 9501 (Berthold) gemessen. Das Ergebnis des 
Experiments ist in Fig. 5 zu sehen und zeigt, daB das 
Sensor-Konstrukt pBHfosluci durch IL-5 sowie ebenfalls 
durch IL-3 und GM-CSF induzierbar ist. 

d) Induktion der Proliferation von TF-l-Zelleh durch 
Rezeptor-Stimulation 

Um zu zeigen, daB TF-l-Zellen, die den IL-5-Rezeptor 
exprimieren, nach Stimulation des Rezeptors mit einer 
agonistisch wirkenden Substanz proliferieren, wurden 
die Zellen in 96well-Mikrotiterplatten ausgesat. Es 
wurden zwei Platten mit etwa 3 x 103 zellen in 100 yl 
RPMI 1640 Medium mit 2 % FCS pro Vertiefung angesetzt. 
Auf jeder Platte wurden drei Ansatze ohne IL-5 
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inkubiert ( Negativkontrolle ) und jeweils drei Ansatze 
mit 0.001 %, 0.01 % bzw. 0.1 % rekombinantem humanem 
IL-5 versetzt. Die Ansatze der ersten Platte wurden 
nach einer Inkubationszeit von 48 h, die der zweiten 
Platte nach 72 h Inkubation bei 37 *C mit 1 pCi pro 
Vertiefung [6-3H]Thymidin (Amersham) versetzt und 
jeweils fiir weitere 12 h inkubiert. AnschlieSend wurden 
die Platten bei -20 *C aufbewahrt bis zur Messung des 
Thymidin-Einbaus mittels eines Packard FilterMate Cell 
Harvesters und TopCount Microplate Szintillation 
Counters. Das Ergebnis ist in Fig. 6 zu sehen. Der 
Thymidin-Einbau erreicht bei der hOchsten IL-5- 
Konzentration (0.1 %) nach 48sttindiger Inkubationszeit 
das 8. If ache, nach 72 h das 8.7£ache des Wertes der 
. Kontrollzellen in lL-5-freiem Medium. 
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AHGGCAAAAX GOCATCAAAA OCTG 24 
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Patentansprttche 

1. Verf ahren zur Bestimmung der modulierenden Wirkung 
einer Substanz auf einen rezeptorabhdngigen 
Signaltibertragungsweg in der menschlichen Oder 
tierischen Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB man 
die modulierende Wirkung der Substanz auf eine 
Komponente im Signaltibertragungsweg, der durch 
Aktivierung des Interleukin-5-Rezeptors ausgelflst 
wird, bestimmt, indent man SSugetlerzellen, die 

a) transformiert sind mit einer rekombinanten DNA, 
enthaltend ein Reportergen und eine regulatorische 
Sequenz, die auf eine Konzentrations&nderung eines 
oder mehrerer sekundSrer Botenstof fe des an den 
Interleukin-5-Rezeptor gekoppelten 
Signaltibertragungsweges anspricht, so daB die 
Expression des Reportergens durch eine 
Konzentrations&nderung des Botenstof fes moduliert 
wird, und die weiters 

b) den funktionellen Inter leukin-5-Rezeptor 
exprimieren, 

mit der zu untersuchenden Substanz inkubiert, die 
Konzentration des Reportergenproduktes mifit und 
untersucht, ob die festgestellte Wirkung der 
. Testsubstanz selektiv ftir den Interleukin-5- 
Rezeptor-abhangigen Signaltibertragungsweg ist* 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Testsubstanz auf ihre antagonistische 
Wirkung fttr den Interleukih-5-Rezeptor-abhangigen 
Signaltibertragungsweg untersucht, indent man . 
auBerdem Interleukin-5 auf die Zellen auf bringt. 

3. Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
. daB man Zellen einsetzt, die den funktionellen 
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Interleukin-5-Rezeptor nattirlicherweise 
exprimieren. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB roan Zellen einsetzt, die nattirlicherweise nur 
die B-Untereinheit des Interleukin-5-Rezeptors 
exprimieren und die mit einer rekombinanten DNA 
transformiert sind, die die far die a-Untereinheit 
des Interleukin-5-Rezeptors kodierende Sequenz 
enthait, so daB die Zellen den funktionellen 
Interleukin-5-Rezeptor exprimieren. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB man Zellen einsetzt, die mit rekombinanter DNA 
transformiert sind, die die f Or die a-Untereinheit 
und die fttr die B-Untereinheit des Interleukin-5- 
Rezeptors kodierenden Sequenzen enthalten, so dafi 
sie den funktionellen Interleukin-5-Rezeptor 
exprimieren . " 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB die far die a-Untereinheit und die far die B- 
Untereinheit kodierenden DNA-Sequenzen auf zwei 
getrennten Plasmiden vorliegen. 

7. Verfahren nach einera der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen einen funktionellen 
humanen Interleukin-5-Rezeptor exprimieren. 

8. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet/ daB die Zellen einen funktionellen 
murinen Inter leukin-5-Rezeptor exprimieren. 

9. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen einen funktionellen 
Interleukin-5-Rezeptor exprimieren, dessen a- 
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Untereinheit und dessen B-untereinheit von 
verschiedenen Spezies stanunen. 

10 . Verf ahren nach Anspruch 9 , . dadurch gekennzeichnet, 
da6 die a-Untereinheit humanen Urspungs 1st. 

11. Verf ahren nach einemder Ansprilche Ibis 10, 
dadurch gekennzeichnet; daB die in a) definierte 

rekombinante DMA als regulatorische Sequehz den 
' Promotor des c-fos-Gens enthaTt. 

12. Verf ahren nach einem der Ansprilche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die in a) definierte 
rekombinante DNA als regulatorische Sequenz den 
Promotor des ICAM-l-Gens enthait. 

13. verf ahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB die in a) definierte 
rekombinante DNA als Reportergen ein Luciferasegen 
enthait. ... 

14. Verf ahren nach einem der Anspriiche 2 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die Testsubstanz 
auf ihre antagonistische Wirkung untersucht, indera 
man auBerdem zellen, die nben Rezeptoren fur andere 
Wachstumsfaktoren den funktionellen lnterleukin-5- 
Rezeptor exprimieren und in ihrem Wachstura von der 
Anwesenheit mindestens des Liganden f Or einen 
dieser Rezeptoren abhangig sind, einerseits mit 
lnterleukin-5 aliein und andererseits mit 

. inter leukin-5 zusammen mit der Testsubstanz 
inkubiert und die Proliferation der beiden 
Zellkulturen vergleicht. 

15. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 

dadurch gekennzeichnet, daB man die Selektivitat 
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der modulierenden Wirkung der Substanz auf den 
Inter leukin-5-Rezeptor-abhangigen 
Signalubertragungsweg tiberprttft, indem man sie 
auBerdem unter identischen Bedingungen auf 
Kontroll-Saugetierzellen aufbringt, die einen vom 
Interleukin-5-Rezeptor verschiedenen Kontroll- 
Rezeptor exprimieren und die mat einer in a) 
definierten rekombinanten DNA trans formiert sind, 
deren regulatorische Seguenz auch auf die 
KonzehtrationsSnderung eines sekund&ren 
Botenstoffes des an den Kontroll-Rezeptor 
gekoppelten SignalUbertagungsweges anspricht, und 
daB man die Konzentration des Reportergenproduktes 
in den den Inter leukin-5-Rezeptor exprimierenden 
Zellen mit der in den Kontrollzellen vergleicht. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Kontroll-Rezeptor der Interleukin-3- 
Rezeptor ist. 

17. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB man auBerdem 
Sdugetierzellen, die mit der in a) definierten 
rekombinanten DNA transformiert sind und keinen 
funktionellen Interleukln-5-Rezeptor exprimieren, 
unter identischen Bedingungen mit der zu 
untersuchenden Substanz inkubiert und die 
Konzentration des Reportergenproduktes mifit. 

18. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB es als Screening -Assay 
eingesetzt wird, in dem die zu untersuchende 
Substanz eine von zahlreichen Substanzen ist, mit 
denen man eine vorbestimmte Zahl von 
Saugetierzellen unter vorbestimmteh Bedingungen 
inkubiert, die Konzentration des 
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Reportergenproduktes miBt und die Selektivitat der 
Substanzen auf den Interleukin-5 abhangigen 
Signaliibertr agungsweg uberprtif t . 

19. Saugetierzellen, dadurch gekennzeichnet, daB sie a) 
transformieft sind mit einer. rekombinanten DNA, 
enthaltend ein Reportergen und eine regulatorische 
Secjuenz, die auf eine Konzentrationsanderung eines 

Oder mehrerer sekundarer Botenstoffe eines an den 
Interleukin-5-Rezeptor gekoppelten 
SignalUbertragungsweges anspricht, und daB sie b) 
transfonniert sind mit rekombinanter DNA, 
kodierend fur die a-Untereinheit Oder f ttr die a- 
und die P-Untereinheit des mterleukin-5-Rezeptors, 
so daB sie den funkionellen lnterleukin-5-Rezeptor 
exprimieren. 

20. Saugetierzellen nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie humane Zellen sind. 

21. Saugetierzellen nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, dafl sie murine Zellen sind. . 

22. Saugetierzellen nach einem der AnsprUche 19 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie naturlicherweise 
nur die B-Untereinheit des lnterleukin-5-Rezeptors 
exprimieren und daB sie mit rekombinanter DNA 
transfonniert sind, die die fur die oUntereinheit 
kodierende Seguenz enthalt. 

23. Saugetierzellen nach Anspruch 22, dadurch 

- gekennzeichnet, daB die a-Untereinheit von einer 
anderen Spezies stammt. 



24. Humane Zellen nach Anspruch 22, dadurch 

gekennzeichnet, daB sie. mit rekombinanter DNA 
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trans formiert sind,' die die ftir die humane 
a-Untereinheit kodierende Sequenz enthSlt. 

25. Murine Zellen nach Anspruch 22, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie mit rekombinanter DNA 
transformiert sind, die die fiir die murine 
a-Untereinheit kodierende Sequenz enthait. 

26. SSugetierzellen nach einem der Ansprttche 19 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB die in a) definierte 
rekombinante DNA als regulatorische Sequenz den 
Promotor des c-fos-Gens enth&lt. 

27. Sdugetierzellen nach einem der Ansprttche 19 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB die in a) definierte 
rekombinante DNA als regulatorische Sequenz den 
Promotor des ICAM-l-Gens enth&lt. 

28. SSugetierzellen nach einem der Anspruche 19 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, daB die in a) definierte 
rekombinante DNA als Reportergen das Luciferasegen 
enthait. 
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Fig, 3 
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Fig. 4 
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